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論文内容の要旨 
がんの発生及びその特性における TRB3 の機能解析 
 
坂井 勇斗 
 
[研究背景および目的] 
がんは、日本人の主要な死因が感染症から生活習慣病へと移行する中で、1981 年以来死亡原因の第 1 位となり、2010
年度では死因の約 3 割を占めるに至った。全世界的にみても疾病対策上の最重要課題として対策が進められている。近年、
遺伝子レベルでの病態の理解が進み、「がんは遺伝子の異常によっておこる病気である」という概念確立とともに、診断
および標準的治療法・予防法の確立に関する研究が広く推進されている。 
がん細胞は、細胞周期のチェックポイント機能の異常やアポトーシスに対する抵抗性の獲得など、細胞増殖の正常な
制御機構や修復機構が破錠しているため、著しい細胞数の増加を引き起こす。 
Tribbles は Drosophila において、正常細胞の増殖、遊走および形態形成を制御する増殖因子のインヒビターとして機
能している。哺乳類における Tribbles のオルソ
ログは TRB1、TRB2、TRB3 である。TRB3 は、
Tribbles と同様にセリン／スレオニンキナーゼ
の基質結合ドメインを持つが、ATP 結合ドメイ
ンやキナーゼ活性化ドメインを持たないことか
ら(Fig.1)、pseudokinase ファミリーの一つとして
捉えられている。TRB3 は哺乳類の Tribbles ファ
ミリーの中でも重要な分子であり、TRB3 と相
互作用を示す分子は、転写因子やユビキチンリガーゼ、bone morphogenetic protein (BMP) type II receptor、mitogen activated 
protein kinase (MAPK) および phosphoinositide 3-kinase (PI3K) シグナル伝達関連分子など広範囲に渡っている。これらの
分子との相互作用を通して、TRB3 は糖·脂質代謝、アポトーシス、細胞分化、細胞ストレスおよびコラーゲン発現調節な
どの重要な細胞プロセスに関与することが報告されている。当研究室においてもストレス誘導性の転写因子である C/EBP 
homologous protein (CHOP) へ TRB3 が結合することで、p300 の作用を阻害し CHOP の転写活性を抑制すること、TRB3
が cyclin dependent kinase (Cdk) の活性化に不可欠な cell division cycle 25 A (Cdc25A) の安定性を制御することなどを見い
だしている。最近の研究により、TRB3 が腫瘍形成の重要な修飾因子であることが示されており、種々のヒトがん細胞株
やヒトがん組織において高発現していることが報告されている。このように、がんの形成や増殖、悪性化に TRB3 の関与
が強く疑われるが、その明確な役割は未だ明らかになっていない。 
本研究では、TRB3 の発現が in vitro / in vivo における細胞増殖、及び形態学的な特徴に影響を与えるかどうかについ
て解析することを目的とした。 
 
 
[結果] 
1. TRB3 安定発現株の増殖促進効果および同株皮下移植腫瘍の体積増大効果 
 
1-1. TRB3 は細胞増殖を促進する 
細胞増殖への TRB3 の影響を解析するため、
マウス乳がん細胞株 Cl66M2(M2) にヒト
TRB3 遺伝子および空ベクターを導入し、ヒト
TRB3 遺伝子安定発現株(M2TRB3) およびコ
ントロール mock 株(M2mock) を作製した。こ
れらの細胞株を、6 ウェルプレートに 1.0x104
個/ウェルで播種し、0.5%FBS 添加 DMEM で
48 時間培養後、10%FBS 添加 DMEM に培地交
換をして培養し、0、24、48、72 時間で細胞を
回収、細胞数を計測した。計測した値から増殖
曲線を作成した。M2TRB3 は M2mock に比べ、
48 および 72 時間で有意に細胞数が増加した 
(Fig.2a)。さらに、個体レベルでの影響を検討するため、これらの細胞株をヌードマウス側腹部皮下に移植し、形成され
た腫瘍の体積を測定した (2 回/週)。移植 35 日後において M2TRB3 腫瘍の体積が M2mock 腫瘍に比べ有意に増加した 
(Fig.2b)。また、屠殺剖検後に H.E.染色による腫瘍の組織学的解
析および proliferation cell nuclear antigen (PCNA) 染色により細胞
増殖率を測定した。組織学的にいずれの細胞株も間質に乏しく
solid な増殖像を示した。M2TRB3 腫瘍では papillary growth がみ
られた。また、M2TRB3 腫瘍細胞の核の最大径は M2mock 腫瘍
細胞に比べて有意に大きいことが明らかとなった。PCNA 染色で
は、M2TRB3 腫瘍においてコントロールと比較して陽性率が増加
していた (有意差なし) (Fig.3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
1-2. TRB3 は DNA 倍数性に寄与する 
 TRB3 安定発現株の腫瘍の核サイズ変化が
観察されたので、DNA 倍数性への影響をフロ
ーサイトメトリー解析によって調べた。各細
胞株を0.5%FBS添加DMEMで48時間培養後、
10%FBS 添加 DMEM に培地交換をして培養し、
0、72 時間で細胞を回収、70%エタノールで固
定後、propidium iodide (PI) によって染色し解
析した。M2mock 株は二倍体や四倍体、八倍
体を含む倍数性を示していたが、M2TRB3 株
では四倍体および八倍体のみが観察され、二
倍体の染色体集団は観察されなかった (Fig.4)。 
 
 
2. ヒト TRB3 発現トランスジェニックマウス(hTRB3TG)の肝組織に与える影響 
 
2-1. ヒト TRB3 発現トランスジェニックマウスの作製 
 
Cre/loxP 発現制御系を用いることで、時期・組織特異的に
TRB3 遺伝子を発現させることができるコンストラクトを用い
た (Fig.5)。作成したコンストラクトをサル腎臓由来線維芽細胞
株 COS-7 に導入し、Cre リコンビナーゼ発現アデノウイルスを
感染後、ウェスタン法により TRB3 タンパクの発現を確認した。
マイクロインジェクション法により C57BL/6NcrSlc マウス前核
期受精卵にヒト TRB3 遺伝子コンストラクトを導入し、トラン
スジェニックマウスを得た。トランスジェニックマウスにおけ
るヒト TRB3 の発現を mouse embryonic fibroblast (MEF：マウス
胎児線維芽細胞) を用いた RT-PCR 法およびウェスタン法によ
って確認した。Cre リコンビナーゼを作用させたトランスジェ
ニックマウス由来の MEF から Cre/loxP の組みかえ、およびヒ
ト TRB3 が発現していることを確認した。投与ウイルス量依存
的に、TRB3 mRNA の発現量が増加していた (Fig.6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2-2. TRB3 のマウス肝組織 に与える影響 
 未処置の hTRB3TG および野生型マウスから、肝、腎、脾を摘出し、標本を作製し観察したところ、各臓器に特記す
べき変化はみられなかった。hTRB3TG、および野生型マウスに Cre リコンビナーゼ発現アデノウイルスを尾静脈から注
入し、10 日後に肝を摘出し標本を作製した。
hTRB3TG において、肝細胞の核の肥大、核
小体数の増加、focal な血管周囲の炎症像がみ
られた (Fig.7A, B)。FLAG 抗体での免疫染色
では肝細胞の細胞質が陽性に染まった 
(hTRB3 タンパク発現陽性) (Fig.7C)。 
 
 
 
 
 
[結論および総括] 
マウス乳がん細胞株でのヒト TRB3 遺伝子の安定発現は、乳がん細胞の増殖を有意に促進し、安定発現株の移植腫瘍
の体積は時間依存的に増大した。フローサイトメトリー解析ではヒト TRB3 遺伝子安定発現株の倍数性変化が観察された。
さらに、ヒト TRB3 遺伝子導入マウスの肝組織では肝細胞の肥大および核小体数の増加がみられた。これらの所見から以
下の結論が考えられる。ヒト TRB3 遺伝子は、(1)マウス乳がん細胞の増殖を少なくとも正に制御する何らかの役割を果
たしている。(2)マウス乳がん細胞の倍数性に与える影響および遺伝子導入マウス肝細胞の形態学的変化を考慮すると、
細胞の不安定性や正常細胞から腫瘍への形態的特徴をもつ細胞への変化に影響を及ぼしている可能性が考えられる。 
本研究成果は、TRB3 遺伝子発現によるがん細胞増殖への影響の一端を明らかにしたものであり、TRB3 依存性の発が
ん経路解明の一助になることが期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
論文審査の結果の要旨 
 
本研究は、各種ストレスで誘導されるキナーゼ様分子で、腫瘍組織やがん細胞の多くで高発現している TRB3 が、がん
の発生や進行にどのように関与しているかを解明する目的で、悪性度（転移能）の低い腫瘍細胞への TRB3 の高発現や
TRB3 のトランスジェニックマウスの作製を行い、その表現型を調査し、TRB3 の機能解析を進めたものである。 
これらの高発現株や遺伝子改変動物を用いて解析した結果、TRB3 はゲノムの不安定化や核の膨張などの前がん病変を
誘起することができることを明らかにしている。今まで、TRB3 が直接、がんの発生を促進しているという報告は見られ
ず、がん遺伝子の特徴をもった分子としての役割を初めて明らかにしている。その分子メカニズムについての解析も行っ
ており、細胞周期関連遺伝子や遺伝子修復関連遺伝子の発現異常の誘導などを示しており、新規の抗がん剤の創薬標的に
可能性についても提案している。。 
 
したがって,本審査委員会は博士(薬学)の学位を授与するのにふさわしいものと認定する。 
